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应用 SELEX技术筛选人类血型 IgG适体的实验研究 *
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摘要 目的：建立 Rh（D）血型的 IgG类抗体适体的筛选方法，为后续合成适体并进行新生儿溶血病的防治研究奠定基础。方法：利

用 SELEX技术，构建含有 52个随机序列的单链 DNA文库，利用硝酸纤维素膜法筛选与 IgG类抗体分子高亲和力结合的核酸分

子，同时探索并优化将其扩增为双链 DNA核酸库的 PCR反应条件；通过膜结合实验检测核酸分子的富集效果并用凝胶阻滞实

验初步测定所得核酸适体与 Rh（D）血型 IgG类抗体的亲和力。结果：随着筛选的进行，核酸分子的富集库向着与靶分子亲和性增

强的方向进化，经过了 11个循环，筛选出与 Rh（D）血型 IgG抗体结合力较强的核酸分子，与核酸结合的 IgG分子在凝胶阻滞实
验中显示出阻滞带。结论：初步建立了利用 SELEX技术筛选人类 Rh（D）血型 IgG抗体适体的方法。
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Research on Applicating SELEX Technology Screening Human
Blood IgG Aptamer*

To establish the screening methods of human Rh (D) blood IgG aptamers to make foundation for the

subsequent synthesis of aptamers and prevention of hemolytic disease of the newborn. By using the SELEX technology,
single-stranded DNA library was constructed containing 52 random sequences. The nucleic acid molecules of high affinity with IgG class

antibody were screened by using the nitrocellulose membrane. Meanwhile, the experimental conditions of amplifying the nucleic acid
into double-stranded DNA library were explored and optimized, and the enrichment of nucleic acid molecules was examined by

membrane binding assay. The affinity between Rh (D) blood type IgG class antibodies with its aptamer was preliminarily determined by

gel shift assay. With the ongoing of screening, nucleic acid molecules enriched library got evolution toward the direction of
enhanced affinity with the target molecule. After 11 loops, the nucleic acid molecule of strong affinity with Rh (D) blood IgG antibody

was found out, and it shown blocked belt after binding with IgG molecules in gel shift assay. The screening method on
aptamer of human Rh (D) blood IgG antibody based on SELEX technology was established initially.

Rh（D）blood type; IgG antibody; aptamer; Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment

母体的免疫系统可以针对其循环血中内源性和外源性的

ABO和 Rh血型抗原产生相应的多种抗体，其中 IgG类抗体的

分子大小在 150kDa-160kDa左右，是唯一能够通过胎盘屏障并

进入胎儿血液循环中的抗体[1]。如果母体与胎儿的血型不合，那

么这些 IgG抗体可以与胎儿的红细胞表面的相应抗原相结合，

迅速地激活补体系统，进而导致血管内的溶血，严重地危及胎

儿生命，是造成新生儿溶血病（hemolytic disease of newborn，
HDN）发生的主要原因。Rh 血型不合所致的 HDN 虽仅占
14.6%，但其起病较 ABO血型不合所致 HDN 更加紧急，且发

病后常因血源紧张而使新生儿无法得到及时救治，死亡率较高
[2]。因此，如果能找到与人类血型，特别是可以与 Rh（D）血型的

IgG类抗体形成高亲和力结合的适体（aptamer），并运用该适体

的封闭效应阻断 IgG类抗体与胎儿红细胞表面抗原的结合，可

能会为有效地预防或治疗因 Rh血型不合所致的 HDN提供新

的策略。本研究以 Rh（D）血型的 IgG抗体为靶标，应用配体系

统进化的指数富集（Systematic Evolution of Ligands by Expo-

nential Enrichment，SELEX）技术筛选并获得了该抗体的适体
[3]，为进一步纯化和使用该适体防治 Rh血型不合所致的HDN

提供实验基础。

1 材料和方法

1.1 实验材料和主要试剂
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人类 Rh（D）血型 IgG免疫性抗体（公司，美国），随机序列
DNA 库 (5'-ATACCAGCTTAT TCA ATT- 52-NT -AGA TAG

TAA GTG CAA TCT-3')；（上海生工公司，中国），两端为固定序

列，中间为 52bp的随机序列。

上游引物 1：5’-ATA CCA GCT TAT TCA ATT -3

下游引物 2：5’-AGA TTG CAC TTA CTA TCT -3。（上海

生工公司，中国）

cDNA合成试剂盒（Amersham 公司，美国）；快速 PCR 纯

化试剂盒（Qiagen 公司，德国）；体外转录试剂盒（Ambion，美

国）；T4多聚核苷酸激酶试剂盒（Promega，美国）；[酌-32P]ATP（上

海锐博生物公司，中国）；硝酸纤维素膜（孔径为 0.45 滋m，Milli-
pore公司，美国)。
1.2 主要仪器

实时荧光定量 PCR 仪（Rotor-Gene 公司，美国）；MVT-28

凝胶成像仪（HEROLAB 公司，德国）；垂直电泳槽（Amersham

公司，美国）等。

1.3 建立初始的 RNA随机库

取 20 滋g随机 ssDNA库中的 ssDNA作为核酸源，平行进

行 60管 PCR反应，每管的总反应体积为 100 滋L，退火温度定

为 55℃，循环数定为 5次。在混悬器上混匀每管的反应产物，

将其溶于异丙醇中进行沉淀处理，再按照快速 PCR纯化试剂

盒的操作程序纯化上述 PCR的反应产物，得到 dsDNA，然后全

部进行体外转录，具体的程序按照体外转录试剂盒的说明书操

作。将所得到的转录产物加入至含有 8%聚丙烯酰胺和 8 mol/L

尿素的溶液中进行变性，而后进行琼脂糖凝胶电泳，在紫外线

显像仪下可观察到含有全长 RNA的凝胶片段已分离，将其切

下并碾碎后加入至 RNA回收液中，于 37℃振摇台上过夜，使

用滤膜过滤回收液除去凝胶，再次用异丙醇沉淀核酸分子，并

将析出的 RNA置于 -70℃低温冰箱中过夜。在低温离心机中
12000× g离心 30 min来回收 RNA。使用无酶 ddH2O溶解回收

后的 RNA，并在 260 nm波长的光下检测所得的 RNA的吸光
度值。

1.4 SELEX筛选
①配置 0.1 mol/L的 NaHCO3溶液作为缓冲液，将 pH调节

至 8.6制成抗体的包被液，将 Rh（D）血型 IgG抗体分子包被于
96孔酶联板上作为实验组，而未加入 IgG抗体分子仅含包被
液的作为空白对照组，均置于 4℃冰箱中过夜。②取出酶联板

在室温下复温，两组孔板均置于 37℃恒温箱中用 1%的 BSA

封闭 2 h。③调节 SHCMK液（20 mmol/L Hepes）的 pH至 7. 35，

并加入等量的 120 mmol/L NaCl、1mmol/L CaCl2 、5 mmol/L

KCl和 1 mmol/L MgCl2配制成结合缓冲液进行反筛，以除去可

与 IgG抗体非特异性结合的 ssDNA：④将 ssDNA随机核酸库

与一定量的 tRNA加至结合缓冲液中混匀，首先加至空白对照

组的孔板上，在 37℃恒温箱中作用 40min，去除可以与 BSA相
结合的 ssDNA；将初次结合后的缓冲液转移至实验组孔板中，

与 Rh（D）血型 IgG抗体分子在 37℃条件下结合 40 min；⑤将
SHCMK 液加入至等量的 0.05%的 Tween20 溶液中配制成冲

洗缓冲液，反复冲洗结合后的孔板 6次，充分去除未与抗体分

子结合的 ssDNA；⑥使用等量的 20 mmol/L 的 Tris-HCl、4

mol/L的异硫氰酸胍和 1mmol/L的 DTT配制成洗脱缓冲液并

将 pH调整至 8.3，将洗脱缓冲液加至冲洗后的孔板中，于 80℃

恒温箱中作用 10min，以洗脱下与 IgG抗体分子相结合的 ssD-

NA；⑦使用酚 -氯仿抽提 ssDNA，去除蛋白质，再用乙醇将 ss-

DNA析出，取下层沉淀；将 ssDNA溶解在 20 滋LTE缓冲液中；
⑧利用 PCR进行扩增，反应体系包括：模板 5 滋L，10× PCR缓

冲液 10 滋L，dNTPs 100 滋mol，Taq 酶 2U，上下游引物各
50pmol，MgCl2 6 滋L，加入去离子水至 100 滋L；PCR反应所用

条件为：先在 94℃下预变性 3 min，再按照 94℃变性 30s-55℃

复性 1 min -72℃延伸 1 min，共进行 20个循环，最后 72℃延伸
5 min；⑨PCR产物再次用酚 -氯仿抽提和乙醇沉淀，然后将提

取的 ssDNA溶解于结合缓冲液中；⑩重复以上步骤连续筛选
10个循环，每个循环的操作方法相同，但只做 1孔反应。最终

可以获得与 Rh（D）血型 IgG抗体分子特异结合的核酸适体。
1.5 膜结合实验

①用 [酌-32P]ATP和 T4多聚核苷酸激酶对获得的核酸分

子进行放射性标记，随后将已有放射性的转录产物加至变性液

（含有 8%聚丙烯酰胺和 8 mol/L尿素的溶液）中变性，再进行

琼脂糖凝胶电泳，富集和纯化具有放射性同位素标记的 RNA，

再加热使之变性；②用 100 滋L结合缓冲液将 IgG抗体分子和

上述核酸分子混匀，调整抗体和核酸终浓度分别达 5 nmol/L和
10 nmol/L，在 37℃恒温箱中孵育 1 h后用真空泵过滤；③用 30

mL PBS冲洗滤膜，待滤膜自然干燥后，再使用液体闪烁计数仪

测定滤膜上残留物的放射量，同一个样品重复测三次。对照组

为含有放射性标记但未与 IgG抗体孵育的核酸分子。
1.6 凝胶阻滞测定

①取 50fmol 有放射标记且已经过热变性的 RNA 与 1

pmol/L的 IgG抗体，将其加至 10 滋L的结合缓冲液中混匀，在

室温下静置 30 min以充分作用；②将该混合液加入至 4%的聚

丙烯酰胺凝胶中，在 4℃、350 V条件下进行电泳 50 min；③取
出凝胶，进行放射自显影。

1.7 统计学分析

运用 SPSS18.0统计软件对实验结果进行统计学分析，各

组的测量结果用 x± s表示。

2 结果

2.1 筛选过程 PCR反应的条件优化
每轮筛选后均需要根据所获得产物的量和结合特异性调

整下一轮扩增和筛选所需的条件，实现反应条件的不断优化，

主要包括 DNA模板用量、IgG的用量、孵育时间和所用洗脱缓

冲液体积等参数（见表 1）。
2.2 每轮筛选产物膜结合实验的测定结果

本研究以核酸 - 蛋白复合物的残留放射量占反应总体
DNA放射量的百分比为参照，比较每轮筛选产物对 IgG抗体
的亲和性。随着筛选次数的增加，筛选产物的放射量百分比呈

逐渐上升的趋势（见图 1，图 2）。实验初始的 ssDNA在硝酸纤

维素膜上的放射残留百分比小于 1%；经过 4轮的筛选和富集，

膜上的放射残留比例已有明显升高，达到 17.78%，经检验，较

初始 ssDNA有显著的差异（P<0.01）；当筛选至第 9轮以后，硝

酸纤维素膜上的残留物放射量已超过 50%，经检验，与初始 ss-

DNA及第 4轮的筛选产物相比均具有显著差异（P<0.01）；且
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从第 9轮以后，随筛选轮数的增加，残留物放射量百分比不再 继续有显著的增加（P＞ 0.05）。

表 1 每轮筛选的具体条件

Table 1 Specific conditions of selection in each round

轮次

Loop
DNA（pmol/L） IgG（pmol/L）

孵育时间（min）
Incubation time

洗脱液体积（ml）
Elution liquid volume

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

2000
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200

1000
100
100
50
50
50
50
20
20
20
20

2400
120
120
60
60
60
60
30
30
30
30

15
30
30
30
30
45
45
45
60
60
60

图 1 每轮循环筛选产物在硝酸纤维素膜上的残留放射量的百分比

Fig. 1 The percentage of theresidual radiation of filtered products on

nitrocellulose membrane after each loop

图 2 第 9轮筛选后鉴定核酸的富集效果
Fig. 2 Identification of nucleic acid accumulation effect after 9 loops

A阳性管 B阴性管（1,2,3,4,5,6,7,8,9,分别代表第 2,4,6,8,10,12,14,16,18个循环）
A Positive tube B Negative tube (1,2,3,4,5,6,7,8,9

stand for loop number 2,4,6,8,10,12,14,16,18 respectively)

2.3 第 9轮筛选后特异性核酸富集效果检测

经过 9轮的筛选，将筛选产物进行 PCR扩增，再用变性
PAGE进行分析，结果显示：阳性管在第 14个循环后即可扩增

出较稳定的目标条带，而阴性管在第 16个循环后才出现条带

且较少，直至第 18个循环后才有较稳定的目标条带出现，因

此，阳性管在第 9轮筛选后出现大量特异性的核酸序列富集，

筛选的条件和效果均较为理想。

2.4 凝胶阻滞实验的测定结果

凝胶阻滞实验显示：上述筛出的特异性核酸序列可以与

Rh（D）血型 IgG抗体结合，使其电泳的条带呈现阻滞现象（见

图 3），提示筛选出的核酸序列与靶蛋白 Rh（D）抗体 IgG的亲

和性及特异性较为理想。

3 讨论

SELEX技术自上个世纪 90年代开始逐渐兴起，已经发展

成为一项独立的分子化学技术[4]。其基本工作原理是：首先利用

化学合成单链 DNA，建立一个容量巨大的随机序列寡核苷酸

文库；将文库中的核酸分子与靶分子置于结合缓冲液中共孵

育，部分具有特异性结构的核酸分子可与靶分子之间形成共价

结合而使两者相连，再用机械冲洗的方法将未能与靶分子结合

的核酸去除，然后用物理萃取的方法把已结合到靶分子上的核

酸分子分离出来，运用 PCR扩增法克隆具有结合能力的核酸
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分子，获得大量与靶分子有一定亲和力的核酸库[5]；重复上述筛

选的循环，通常经过 8到 15轮的筛选与扩增，核酸分子与靶分

子的亲和效应可达到饱和，进一步分离可以获得大量与靶分子

紧密结合的核酸分子，对其进行测序即可得到每条核酸的序

列，甚至可以利用分子拓扑学软件对该核酸分子的二级结构进

行分析，结合其亲和力的大小可确定为靶分子的适体。在临床

需要的基础上，可以根据疾病的诊疗需要人工合成一定量的特

定适体，达到临床诊疗目的[6, 7]。多种蛋白质（包括酶、抗体等）、

多肽、细胞黏附分子、生长因子、基因调控分子、完整的病毒颗

粒甚至整个细胞均可以筛选出与之相应的核酸适体[8-11]。由于

核酸适体与蛋白特异性结合后往往能抑制蛋白的功能，而且由

于核酸分子较小，缺乏免疫原性，而体内渗透力强，所以是一种

十分有应用潜力的治疗性药物，可用于直接干扰疾病的发生发

展过程[12, 13]。

在 SELEX筛选核酸适体过程中，初始核酸文库的完整性

和随机性至关重要。本研究使用了 20 滋g的初始 ssDNA，约含

有 3.5× 1014的核酸分子，保证了文库的完整和多样性[14]；而建

立初始核酸文库仅进行 5个循环的 PCR扩增就是为了尽量确

保文库的随机性和均等性，防止产生大量序列偏差的核酸[15]。

随着循环数的增加，逐步降低核酸与蛋白比例、减少孵育时间、

增加洗膜缓冲液用量，都是为了增大筛选难度，有利于选出亲

和力强、结合特异的分子[16]。由于核酸与靶蛋白结合后形成的

复合物较大，可在硝酸纤维膜滤过时被截留在膜上，而未与蛋

白结合的核酸则可自由通过纤维膜[17]。利用这一原理，我们在

膜结合测定实验中，通过膜上残留的放射性高低对所获得的核

酸进行亲和力鉴定，结果提示这些核酸分子可以向着与靶蛋白

IgG抗体的亲和力增强的方向逐轮进化，符合预期的研究目

标。为了进一步验证分子与 IgG抗体的结合能力，本研究采用

了凝胶阻滞实验，结果发现 IgG抗体分子因与核酸结合而在电

泳中呈现阻滞状态。既往研究表明，只有当解离常数低于 10-8

时才会出现这一现象[18]，据此初步证实了 Rh（D）血型 IgG抗体

与所得核酸结合的紧密程度。

总之，SELEX技术筛选核酸分子作为适体的作用范围非

常广泛[19, 20]。本研究正是选定可引起 HND的 Rh（D）的 IgG类
血型抗体，通过 SELEX技术的多轮筛选，建立了获得目的核苷

酸片段的方法，为下一步大量合成血型 IgG抗体的适体、临床

防治 HDN提供理论依据及实验基础。
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A IgG蛋白；B筛选后的核酸序列 +IgG蛋白

图 3 凝胶阻滞实验结果

A IgG protein; B The nucleic acid sequence after screening+IgG protein

Fig. 3 The results of gel block experiments
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